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図4－5：自己血輸血群と無輸血群のヘマトクリットの変化（平均値±標準誤差、例数：
4）。（●）自己血輸血群、（△）無輸血群。（‘）自己血輸血群での自己血採血、（・SD）
外科処置での出血に対する自己血輸血（自己血輸血群）またはデキストラン液の輸注
（無輸血群）。（★）14日の値と比較して有意差あり（P≦0．05）
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図4－6：自己血輸血群と無輸血群の血清エリスロポエチン濃度の変化（平均値±標準誤
差、例数：4）。（●）自己血輸血群、（△）無輸血群。（S）自己血輸血群での自己血採
血、（se）外科処置での出血に対する自己血輸血（自己血輸血群）またはデキストラ
ン液の輸注（無輸血群）。（＊）0日の値と比較して有意差あり　（P≦0．05）、（★）14日
の値と比較して有意差あり（P≦0．05）
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考　察
　計画的に行われる実験外科処置での輸血では、自己血を確保するための
期間があるため、理想的な輸血法である自己血輸血の積極的な利用が期待
される。特にrhEPOの利用によって、イヌにおいても短期間で多量の自己血
を準備できることが本章第一節で明らかにされ、動物実験での自己血輸血
の実用性がきわめて高くなったと考えられる。本節は、イヌの外科処置に
自己血輸血を応用し、その有用性を実証した。
　本節の実験でも、多量の血液採取にもかかわらず赤血球レベルは低下し
なかった。ここでも、自己血採血の開始前からrhEPOによる血清エリスロポ
エチン濃度の増加が観察されたが、これによる造血の充進が後に続く採血
の過程で貧血の発現を有効に防いだものと考えられた。
　rhEPOの利用により確保された自己血の輸血は、実験外科処置での出血を
充分に補充した。出血量を継続的に測定しながら、輸血量がその1．5倍にな
るように輸血を続けたところ、外科処置後有意な赤血球レベルの低下を生
ずることなく、また、この外科処置にともなう出血が新たな造血反応、す
なわち血清エリスロポエチン濃度の増加を引き起こすこともなかった。こ
れに対して対照として行われた無輸血手術では、外科処置後赤血球レベル
が急速かつ顕著に低下し、直ちにエリスロポエチン濃度が増加して造血が
刺激されたものの、1週間経過しても赤血球レベルは回復しなかった。
　以上より、rhEPOを利用した自己血輸血は、実際の外科処置に応用しても
有用であることが示され、イヌを用いた動物実験における技術を改善する
ことが期待された。
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まとめ
　リコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）を利用した自己血輸血を
イヌの実験的な頚椎露出術に応用し、この自己血輸血の効果を無輸血手術
と比較した。8頭の成イヌを自己血輸血群と無輸血群の2群に4頭ずつ分
けた。自己血輸血群では、実験開始日　（0日）、3日後、および自己血採血
を行った直後に、4．1㎎／kgの鉄（コンドロイチン硫酸鉄）と6001U／㎏の
rhEPOを投与し、10m1／kgの血液を7日と10日に採取して、20m1／kgの自己血
を得た。14日に両群に対して実験外科処置を行い、自己血輸血群では自己
血を、無輸血群では10％デキストラン40生理食塩液を輸注して、17日と21
日に外科処置後の経過観察を行った。その結果、自己血輸血群では手術後
の赤血球レベルの低下は軽度であったが、無輸血群では顕著かつ有意であ
り、1週間経過しても貧血から回復しなかった。このことから、rhEPOを利
用した自己血輸血は、イヌの実際の外科処置に応用しても有用であること
が実証された。
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総合考察
　イヌは基礎医学研究を中心とした分野で、広く用いられる重要な実験動
物である（猪1982）。外科処置にあたっては実験動物福祉に対する配慮も
含め・輸血の必要となることが少なくない。しかしこれまでイヌの輸血は、
輸血用血液の供給の不足している（Schuerger　l991，　Niebauer　1991，
Howard　et　a11992）こと、血液型の判定が困難なことなどから、限られた
少数のイヌから得た血液をそのまま直ちに輸血する（Howard　et　a11992）
など問題点が多く、基本的な検討がされずにきている。これらの背景から、
本研究は異型輸血反応など輸血副作用のおそれがなく、他の個体をドナー
として必要としない自己血輸血の、イヌの動物実験における有用性を評価
するために行われた。
　出血や貧血に対する処置として、血液そのものを補充する輸血に勝るも
のはないが、ほとんど血液型を判定できないイヌの輸血では、異型輸血に
よる副作用が常に懸念される。本研究では、まずイヌにおける輸血の有効
例と、これに反しての重篤な副作用の実例を示し、イヌの動物実験での自
己血輸血の必要性が提起された。すなわち輸血の奏功事例から、外科処置
での大量出血において輸血の効果の著しいことが確認され、適当なドナー
を得るには多くの困難をともなう（Dodds　1992）が、不慮の事故に備える
ためにも・輸血の準備は極めて重要であることが示された。一方副作用の
事例から・イヌの血液が異型血液に対して自然抗体を欠くことを根拠に、
従来行われてきた血液型を無視した輸血（Owen＆Glen　1972，山内1983）
は危険であり、しかも副作用の発現を事前に予測することが困難な、イヌ
の輸血の特殊な事情が明らかにされた。自己血輸血は、他の個体のドナー
が不要であり、異型輸血のおそれがまったくないため、イヌの輸血に際し
ての諸問題を解決し得る有望な方法である。一方、自己血輸血では自己血
を確保するための期間が必要であり、緊急時には対応できないが、動物実
験における外科処置は常に計画的に行われるものであるから、自己血輸血
は実験の場で特にその真価を発揮できる理想的な輸血法と考えられた。
　次に、自己血輸血では当然保存した血液を利用することになるので、イ
ヌの輸血用血液のうち、まず最も基本的な全血について、その性状に対す
る保存の影響と、使用期限が検討された。血液の採取と保存の方法は血液
の性状に影響を与えるが、動物実験での自己血輸血では血液の準備が実験
の一部として行われるので、その方法は簡便、かっ動物福祉に配慮したも
のでなければならない。今回、採血にあたっては、麻酔によりイヌの確実
な不動化を行い、また事前に充分な輸液を行って末梢の血液循環を良好に
した。血液の保存はヒトの輸血で最も一般的なCitrate　Phosphate
Dextrose血液バッグを利用し、冷蔵された。その結果、イヌの保存全血で
は、赤血球の輸血後の活性と酸素運搬の機能を示す2，3－
diphosphoglycerate（2，　3－DPG）量（Eisenbrandt＆Smith　1973a）が、保
存後4週でも最低限必要な水準以上であり、特に1週以内ではほとんど減
少しないことが明らかにされた。保存2週を過ぎると、赤血球の変形や化
学検査によって検出される溶血などの変化が認められたが、いずれも軽度
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で輸血に使用して問題となるものではなく、イヌの保存全血は採血後4週
まで輸血に利用可能であり、特に1～2週の保存では非常に高い品質を保
っていると結論された。
　これまでイヌの輸血はほとんど全血輸血で行われてきた（Howard　et　al
1992）。ところが、必要な成分のみを分離して輸注する方が副作用が少な
いことから、酸素運搬を担う赤血球の補充を目的とするときには、血漿を
除去して血球成分を濃縮し、濃厚赤血球液として輸血することが試みられ
ている。本来は慢性貧血での利用価値が高いが、生理食塩液で血球を再浮
遊させるなどの工夫で外科的輸血にも使用できる（Chaplin，　Jr　1969，遠山
1989b，二之宮1989）。本研究では、濃厚赤血球液の自己血輸血での利用
価値を考察するため、前述の方式で採取したイヌの全血から濃厚赤血球液
が調製され、保存による性状変化が全血と比較検討された。保存にともな
い、赤血球2，3－DPG量の減少、血球の形態変化、溶血などが認められ、保存
4週まで輸血に使用可能な範囲での変化ではあったが、全血と比べて品質
の劣化が著しく、外科処置での自己血輸血で、全血にかえて利用する価値
は少ないと考えられた。
　自己血輸血では、採血の過程で採血分が動物自身の造血で補充される必
要がある。この反応性の造血充進を最も早期に感度よく把握するには、造
血ホルモンであるエリスロポエチンの、血液中の濃度を測定することが理
想的である。イヌのエリスロポエチンの定量はバイオアッセイによっても
可能であるが、感度や特異性に難点があり、また長時間を要する。ラジオ
イムノアッセイを用いてのイヌのエリスロポエチン測定の報告（King　et
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all992）もみられるが、これには放射線取扱施設が必要であり、また、ア
ッセイをセットアップするために、高い親和性と特異性をもった抗血清を
入手しなければならない。通常の実験室で、安定した結果を迅速に得るに
は、キット化されたエンザイムイムノアッセイ（EIA）を応用するのが最も
実用的である。本研究では、ヒトのエリスロポエチン測定のためのEIAキッ
トをイヌに応用するにあたり、まず基礎的な信頼性の検討が行われた。ヒ
トエリスロポエチン標準品とイヌプール血清を段階的に希釈してアッセイ
したところ、交叉反応性の根拠となる希釈平行性が確認された。イヌのサ
ンプルを用いたアッセイ内およびアッセイ間再現性試験の結果より、この
EIAキットで得られる成績は、高濃度のエリスロポエチンを含む血清でも、
正常サンプルでもばらつきが小さいことが示された。また、イヌ血清を用
いた希釈試験でも良好な直線性が認められた。さらに、このアッセイ系の
測定感度は充分鋭敏であり、正常イヌで得られた値は、エリスロポエチン
定量の標準法であるin　vivoのバイオアッセイによる報告（Oishi　et　a1
1992）にきわめて近いことが明らかにされた。これらのことから、この
EIAキットはイヌのエリスロポエチンのアッセイ系として充分信頼できると
結論された。
　続いて、自己血採取の過程での造血反応のモニタリングにこのEIAが応用
できることを明らかにするため、潟血により実験的に貧血させたイヌにつ
いて、その貧血からの回復過程における血清エリスロポエチン濃度を経時
的に測定した。潟血によって貧血となったイヌでは、エリスロポエチン濃
度の急激な上昇と、それにやや遅れた網赤血球の増加が明瞭に認められた。
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赤血球レベルが回復に向かうと、血清エリスロポエチンも網赤血球もとも
に減少した。これらの変化は、貧血に対する通常の生理学的反応に一致す
るものであり、このアッセイ系はイヌの造血反応のモニタリングに応用で
きることが示された。
　自己血はイヌの動物実験での外科処置において理想的な輸血資源であり、
積極的な利用が期待される。自己血輸血の実施が制限される最も大きな要
因は、短期間での大量採血による貧血の発現であるが、自己血輸血の応用
できる範囲を拡めて実用性を高めるためには、この問題を克服することが
望まれる。本研究では、ヒトで数多くの臨床応用が報告（Giger　1992，
Jelkmann　1992）されているリコンビナントヒトエリスロポエチン（
rhEPO）がイヌの実験的な自己血輸血に応用され、そこでの造血促進効果が
対照との比較実験により検討された。その結果、rhEPOを投与しないイヌで
は自己血輸血のための採血によって、軽度に血清エリスロポエチンおよび
網赤血球が増加したが、この内因性の造血反応は採血分を充分に補充でき
ず、赤血球レベルが有意に低下した。これに対し、rhEPOを投与されたイヌ
では赤血球レベルは変化せず、このリコンビナントホルモンがイヌの自己
血輸血において造血能力を著明に高めることが明らかとなった。このこと
から、rhEPOはイヌの自己血輸血で非常に有用な因子であり、自己血輸血の
応用を増加させてイヌの輸血におけるリスクを低下させることが期待され
た。
　引き続き、rhEPOを利用した自己血輸血の、イヌの実験外科処置での有用
性を実証するための検討が行われた。自己血輸血を応用するのに好適な対
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象である整形外科手術のうち、頚椎を露出する外科処置が検討の材料とさ
れ、この自己血輸血の効果が無輸血手術と比較された。その結果、外科処
置での出血に対して自己血輸血を行ったイヌでは、手術後の赤血球レベル
の低下は軽微であり、高い水準が維持されたが、無輸血のイヌでは顕著か
つ有意な赤血球レベルの低下が起こり、著明な造血反応が生じたものの、
1週間経過しても貧血から回復しなかった。この結果から、rhEPOを利用し
た自己血輸血はイヌの実際の外科処置に応用しても有用であることが実証
され、イヌを用いた動物実験における技術を改善するものと考えられた。
　本研究では、イヌを用いた動物実験における自己血輸血の意義が、イヌ
の輸血事例の分析から提起され、自己血輸血をイヌの動物実験に応用する
ために必要な一連の検討が行われた。その結果、イヌの血液を適切な方法
で輸血用に採取、保存したときの品質変化と使用期限が示され、また、自
己血採血の過程でイヌの造血反応を簡便かつ正確にモニタリングすること
が可能になった。さらに、イヌを貧血させることなく、充分な量の自己血
を短期間で確保することができるようになり、さらに自己血輸血が実験に
ともなう出血に対処するための実用的な方法であることが示された。これ
らの結果は、イヌの実験外科処置における効果的で安全な輸血を可能にし、
イヌを用いた動物実験の質の向上に貢献するところ大きいと考えられた。
一85一
? ?
　イヌの動物実験における自己血輸血の有用性を評価するために、4段階
にわたる一連の研究を行った。
　第一に、イヌの輸血で奏功した事例と副作用を生じた事例から、イヌの
動物実験における理想的な輸血法を考察した。奏功事例より、外科処置に
おける大量出血では、輸血によるほか対処の方法がなく、またその効果は
著しいことが確認された。不慮の事故の可能性も含め、必要が生じたとき
にすみやかに輸血できるように、外科処置での輸血の用意は非常に重要で
あることが示された。一方、様々な副作用の事例から、イヌの血液が異型
血液に対して顕著な反応を示す抗体を先天的に欠いていることは、従来通
説的であった血液型を無視した輸血を容認する根拠にはならず、かえって
副作用を事前に予測することが極めて困難であるという、イヌの輸血にお
ける特殊な事情が明らかにされた。自己の血液を利用する自己血輸血は、
このようなイヌの輸血実施上の問題を解決し得る有望な方法であり、特に
常に計画的に行われる動物実験においては、自己血採取のための期間が確
保できるため、理想的な輸血法であると考えられた。
　第二に、自己血輸血の実施にあたっては当然血液の保存が問題になるの
で、まず採血したままの全血について、その性状に対する保存の影響を検
討した。4頭のイヌから血液をCitrate　Phosphate　Dextrose（CPD）血液バ
ッグ内に採取し、冷蔵庫（4～6℃）で28日間保存した。保存0、3、7、10、
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14、17、21、24および28日に、血中2，3－diphospho91ycerate（2，3－DPG）濃
度、赤血球形態、血漿ヘモグロビン濃度、血漿中ナトリウムおよびカリウ
ム濃度、血中ブドウ糖濃度および血液pHを測定した。その結果、イヌの輸
血用全血は、保存1～2週間以内ではその性状変化は軽微であり高い品質
を有すること、また、保存後4週までは通常の輸血に使用できるだけの性
状を保っていることが明らかとなった。続いて、全血から血漿を除去し、
血球を濃縮した濃厚赤血球液について、4頭のイヌからCPDダブルバッグに
採取した血液より濃厚赤血球液を調製し、保存にともなう性状変化を全血
と比較した。保存中、赤血球2，　3－DPG濃度の減少、血球の変形、血漿ヘモグ
ロビンおよびカリウム濃度の増加などが認められ、保存後4週に至るまで
輸血に使用可能な範囲内での変化ではあったが、全血と比べると品質の劣
化が著しく、外科処置での自己血輸血において、全血にかえて使用する意
義は少ないと考えられた。
　第三に、自己血輸血では自己血採取の過程で採血分が動物自身の造血で
補充される必要があることから、造血ホルモンであるエリスロポエチンの
イヌ血清での定量にヒトエンザイムイムノアッセイ（EIA）キット利用の可
能性を検討した。ヒトエリスロポエチン標準品とイヌプール血清の間には
希釈平行性が認められ、ヒトおよびイヌのエリスロポエチンに対する使用
抗体の交叉反応性が明らかにされた。イヌのサンプルにおける、アッセイ
内およびアッセイ間再現性試験でのばらつきは充分小さく、測定感度は鋭
敏であった。本法で測定した25頭の健康な成イヌでの血清エリスロポエチ
ン濃度は、標準法であるin　vivOのバイオアッセイによる報告に極めて近似
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していた。これらの結果より、このEIAキットは、イヌのエリスロポエチン
濃度の定量法として充分信頼できる方法であることが示された。次に、自
己血採血の過程での造血反応のモニタリングにこのEIAが応用できることを
明らかにするため、潟血により実験的に貧血させた5頭のイヌについて、
貧血からの回復過程における血清エリスロポエチン濃度の変化を、赤血球
パラメ・・一・一一ター（赤血球数、ヘマトクリット、ヘモグロビン濃度）および網
赤血球数の変化とあわせて経時的に観察した。その結果、貧血に対する通
常の生理学的反応に一致する変化が観察され、このEIAはイヌの造血反応の
モニタリングに利用できることが明らかとなった。
　第四に、リコンビナントヒトエリスロポエチン（rhEPO）の、イヌの自己
血輸血における造血促進効果の評価を行った。12頭の成イヌを生理食塩水
投与群（生理食塩水群）、鉄剤投与群（鉄群）、鉄剤およびrhEPO投与群
（鉄＋EPO群）の3群に4頭ずつ分けた。実験開始日（0日）、3日後、およ
び自己血採取を行った直後に、生理食塩水群では生理食塩水を、鉄群では
コンドロイチン硫酸鉄を、また鉄＋EPO群では鉄に加えてrhEPOを投与した。
7日と10日の採血によって20m1／㎏の自己血を得、14日に、確保した自己血
の量と等量の血液を出血モデルとして静脈穿刺により除去しながら、自己
血を返血した。自己血採血にともなって、生理食塩水群および鉄群では赤
血球レベルが顕著に低下したが、鉄＋EPO群では赤血球レベルがほとんど変
化せず、rhEPOの著明な造血促進効果が示された。さらに鉄＋EPO群では、
出血モデルに対する自己血輸血の後も、実験開始時の高い赤血球レベルが
維持された・これらより、rhEPOはイヌの自己血輸血のための採血において
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非常に有用であると結論された。続いて、rhEPOを利用した自己血輸血をイ
ヌの実験的な頚椎露出術に応用したところ、自己血輸血群では手術後の赤
血球レベルの低下は軽度であったが、無輸血群では顕著かつ有意であり、
1週間経過しても貧血から回復しなかった。このことから、rhEPOを利用し
た自己血輸血は、イヌの実験外科処置に応用しても有用であることが実証
された。
　これらの結果は、イヌの実験外科処置における効果的で安全な輸血を可
能にし、イヌを用いた動物実験の質の向上に貢献するところ大きいと結論
された。
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